恩 诺 沙 星 分 子 印 迹 电 化 学 传感器 的 制备 及 其 


在 食品 快速 检测 中 的 应 用 
秦 思 楠 ， 唐 录 华 ， 高 文惠 
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摘要 ”以 恩 诺 沙 星 (ENRO) 为 模板 分 子 ， 邻 茶 二 胺 ‘OPD) MRAR (OAP) 为 复合 功 
能 单 体 ， 在 NaAc-HAc 缓冲 液 j 电 聚合 法 在 玻 碳 电极 表面 制备 了 能 够 特异 识别 模板 分 子 及 其 
结构 类 似 物 的 分 子 印迹 电化 学 传感器 ,试验 选用 含 ImolL 氧化 钾 及 1mmoVL 铁 氰 化 钾 的 混合 液 作 为 
表征 溶液 , 采用 循环 伏 安 法 和 方 波 伏 安 法 研究 了 传感器 的 电化 学 响应 特性 ， 并 优化 制备 和 检测 条 件 。 
结果 表明 ,在 最 佳 条 件 下 ， 恩 诺 沙 星 在 2x10-<mol/L~4x105molL 浓度 范围 内 线性 关系 良好 ， 检 出 限 
为 7.0x107molWL， 该 传感器 具有 良好 的 稳定 性 和 重 现 性 ， 对 恩 诺 沙 星 以 及 结构 类 似 物 具有 良好 的 选 
择 性 。 采 用 该 传感器 对 实际 样品 牛奶 、 鸡 肉 、 猪 肉 和 鸡蛋 中 的 恩 诺 沙 星 进行 检测 ， 加 标 回收 率 在 
83.2% 一 92.7% 之 间 ， 相 对 标准 偏差 (RSD) 在 1.0% 一 4.8% 之 间 C=5)， 该 传感器 选择 性 强 、 稳 定性 
好 、 操 作 简 便 、 检 测 快速 灵敏 、 成 本 低 、 具 有 良好 的 应 用 前 景 。 
关键 词 ” 恩 诺 沙 星 ;， 食品 ;分 子 印迹 聚合 物 ;， 电 化 学 传感器 ;快速 检测 
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Preparation of Enrofloxacin Molecular Imprinting Electro- 


chemical Sensor and Its Application to Rapid Detection of Foods 


QIN Si-nan, TANG Lu-hua, GAO Wen-hui* 
(College of Biological Science and Engineering, Hebei University of Science and Technology; Research Center for 


Fermentation Engineering of Hebei, Shijiazhuang 050000, China) 
Abstract A novel molecular imprinted electrochemical sensor was prepared by electro-polymerization on 
the surface of a glassy carbon electrode in NaAc-HAc buffer solution, and enrofloxacin was used as 
template molecular, o-phenylenediamine (OPD) and o-aminophenol (OAP) as composite functional 
monomer. The sensor could specifically recognize the template molecules and its analogues. In the 
experiment, 1 mol/L KCl and 5 mmol/L K3[Fe(CN)s] was used as characterization solution, the 
electrochemical sensor response characteristics were researched, and the preparation and detection 
conditions of the sensor were optimized by square wave voltammetry (SWV) and cyclic voltammetry (CV). 
The results showed that under the optimal conditions, the linear relationship between SWV peak current 


difference and the concentrations of enrofloxacin was found in the range of 2x10 $ mol/L-4x10? mol/L 


基金 项 目 : 河北 省 科技 计划 项 目 (16275503D)， 石 家 庄市 科学 技术 研究 与 发 展 计划 项 目 (No.181490372A) 
作者 简介 : 秦 思 楠 (1995 一 )， 女 ， 在 读 研究 生 ， 研 究 方 向 为 食品 安全 与 检测 。E-mail: 2314703866@qq.com 
* 通 信 作 者 : 高 文惠 (1963 一 )， 女 ,教授 , 博士 , 研究 方向 为 食品 安全 与 质量 控制 技术 。E-mail: wenhuigao@126.com 


zn 


甘 日 干 || 
] 
月 十 | 


ChinaXiv 合 作 其 


with the linear correlation coefficient (R?) of 0.9990, the detection limit was 7.0x107mol/L, and the sensor 
had good stability, repeatability and good selectivity to enrofloxacin and its analogues. Enrofloxacin in real 
samples, such as milk, egg, chicken and pork, was detected by the developed sensor, the average recoveries 
were between 83.2% and 92.7%, and the relative standard deviations (RSDs) were 1.096— 4.896 (n=5). This 
sensor is simple, sensitive, low cost, and has good selectivity and stability, which provide it a good 
application prospect. 


Key Words enrofloxacin; food; molecular imprinting polymer; electrochemical sensor; rapid detection 
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近年 来 抗生素 的 滥用 及 残留 问题 引起 了 人 们 的 广泛 关注 ， 抗 生 素 的 滥用 不 仅 会 使 病原 菌 对 该 类 
药物 的 耐 药性 产生 影响 ， 还 会 造成 畜 禽 的 中 毒 、 人 类 的 过 敏 反 应 等 由 。 我 国 对 抗生素 的 使 用 也 采取 
了 严格 的 监管 制度 。 恩 诺 沙 星 是 化 学 合成 的 第 三 代 气 哗 诺 酮 类 抗生素 (其 分 子 结构 如 图 1 所 示 )， 该 
类 药物 通过 选择 性 抑制 细菌 的 DNA 旋转 酶 以 及 拓扑 异 构 酶 TV. 来 达到 抗菌 的 作用 饭 ， 它 属于 广 谱 抗 
菌 药 ， 抗 菌 效 果 十 分 显著 ， 在 畜 禽 以 及 水 产品 的 疾病 防治 中 得 到 了 广泛 的 使 用 6。 目前 恩 诺 沙 星 是 
国家 的 指定 专用 兽药 ， 现 已 作为 国家 指定 的 抽检 项 目 。 因 此 ， 建 立 一 种 简便 、 人 快速、 灵敏、 准确 的 
检测 食品 中 恩 诺 沙 星 的 方法 有 着 重要 意义 。 
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妈 1 恩 诺 沙 星 的 分 子 结构 


Fig. 1 Enrofloxacin molecular structure 
目前 ,样品 中 恩 诺 沙 星 的 常用 检测 方法 是 气相 色谱 法 四、 液 相 色 谱 法 5 和 色谱 -质谱 联 用 技术 [S83]， 
但 使 用 上 述 色 谱 法 检测 不 仅 运 行 成 本 高 ， 而 且 样品 前 处 理 复杂 ， 分 析 时 间 长 。 而 分 子 印 迹 电化 学 传 
感 器 是 将 分 子 印 迹 聚 合 物 对 目标 物质 特异 性 识别 的 特点 与 电化 学 快速 、 灵 人 敏 检测 的 优势 结合 于 一 体 ， 
设备 简单 、 价 格 低廉 、 操 作 方便 、 检 测 快速 、 选 择 性 强 、 稳 定性 好 。 本 试验 以 恩 诺 沙 星 为 模板 分 子 ， 
制备 恩 诺 沙 星 分 子 印 迹 电化 学 传感器 ， 并 将 其 应 用 到 食品 样品 的 快速 检测 中 。 


1 试验 部 分 


1.1 仪器 与 试剂 
CHI600E 型 电化 学 工作 站 (上 海 辰 华 仪器 有 限 公 司 ); 三 电极 系统 : 玻 碳 电极 为 工作 电极 ,Ag/AgCl 

为 参 比 电极 ， 铂 丝 电极 为 对 电极 〈 上 海 展 华 仪器 有 限 公司 )。 

恩 诺 沙 星 (ENRO, 纯度 98% )， 邻 茶 二 胺 COPD, 纯度 99.5%), 令 氨 基 茶 酚 (OAP， 纯 度 98%), 

间 葵 二 酚 〈 纯 度 99%)， 阿 拉丁 试剂 有 限 公司 ; a - 甲 基 丙烯 酸 《纯度 99900, (天 津 博 迪 化 工 股份 有 
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限 公 司 ); SOLE bf, LE (分析 纯 ， 天 津 市 永 大 化 学 试剂 有 限 公 司 )， 磷 酸 氧 二 钠 、 硫 酸 、 
氧 氧 化 钠 、 硝 酸 、 磷 酸 、 乙 酸 、 无 水 乙酸 钠 、 无 水 乙醇 均 为 分 析 纯 。 

样品 : 猪肉、 鸡肉 、 鸡 蛋 、 牛 奶 ， 均 为 市 售 
1.2 玻 碳 电极 的 预 处 理 

KRIER (GCE) 依次 用 不 同 粒度 (0.5um-0.05um) 的 AbOs 粉 在 谭 皮 表面 研磨 抛光 成 镜面 ， 
用 超 纯 水 冲洗 干净 后 再 依次 在 0.5% 硝 酸 、 无 水 乙醇 、 超 纯 水 中 超声 清洗 (每 次 5s~6s); WARF, 
再 将 电极 置 于 0.5mol/L H2SO4 溶 液 中 ， 采 用 电化 学 方法 对 电极 进行 处 理 ， 使 电极 达到 最 佳 状态 ， 取 
出 电极 ， 再 次 用 超 纯 水 冲洗 后 氮气 吹 干 :然后 将 其 置 于 表征 溶液 中 采用 循环 伏 安 法 进行 循环 扫描 ， 
至 得 到 对 称 且 可 逆 的 氧化 还 原 峰 〈 峰 电位 差 在 85 mV 以 下 ， 峰 电流 比 为 1:1)， 最 后 取出 电极 待 用 
[10]. 
1.3 样品 处 理 

取 捣 碎 和 混 匀 的 样品 (猪肉 、 鸡 肉 、 牛 奶 或 鸡蛋 ) 5 g ELT 50 mL 离心 管 中 ， 加 入 乙 且 10 mL, 
振荡 混 匀 2 min， 超 声 提 取 10min, 10000 r/min 离心 5min， 取 上 清 液 ， 残 漆 再 次 加 入 10 mL Z, 
按 上 述 方法 处 理 ， 合 并 两 次 上 清 液 后 用 乙 且 定 容 至 25 mL, N, 
1.4 试验 方法 

试验 过 程 中 ， 在 室温 下 选择 循环 伏 安 法 (CV) 和 方 波 伏 安 法 (SWV) 优化 试验 条 件 并 表征 电化 
学 传感器 性 能 , 同时 采用 SWV 对 实际 样品 进行 检测 .将 三 电极 系统 置 于 含 电 活性 探 针 的 K3[Fe(CN)g] 
溶液 中 测量 电极 的 电流 响应 。 设 定 测量 参数 如 下 : CV， 扫 描 电 位 和 扫描 速率 分 别 为 -0.2V~0.8V 和 
0mV/s; SWV， 起 止 电 位 为 -0.1V~0.6V、 电 位 增 量 0.005V、 脉 冲 幅 度 0.025V、 频 率 5 Hz。 每 次 测 
后 ， 在 洗 脱 剂 中 浸泡 玻 碳 电极 ， 洗 脱 除去 模板 分 子 后 用 超 纯 水 冲洗 电极 ， 毛 气 吹 干 ， 再 进行 下 一 
测量 。 
1.5 数据 处 理 与 分 析 

采用 Origin 8.0 和 Excel 2016 对 实验 数据 进行 作 图 及 统计 分 析 , 每 组 试验 重复 测量 3 次 , 数据 均 
为 3 次 平行 试验 平均 值 。 
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2 结果 与 讨论 


2.1 恩 诺 沙 星 分 子 电化 学 活性 研究 
为 了 验证 恩 诺 沙 星 分 子 自身 的 电 活 性 对 传感器 的 制备 过 程 是 否 存 在 影响 ， 试 验 采 用 CV 对 恩 诺 
沙 星 分 子 的 电化 学 活性 进行 了 研究 。 如 图 2 所 示 ， 恩 诺 沙 星 在 循环 扫描 的 过 程 中 出 现 不 可 北 的 氧化 
峰 ， 采 用 直接 的 电化 学 分 析 法 测定 恩 诺 沙 星 时 不 仅 灵 敏 度 低 而 且 会 有 氧化 产物 生成 并 吸附 在 工作 电 
极 表 面 ， 对 电极 使 用 产生 影响 。 
本 试验 结合 电化 学 分 析 方法 ， 采 用 分 子 印 迹 技术 制备 恩 诺 沙 星 分 子 印 迹 电 化 学 传感器 ， 借 助 电 
活性 探 针 间接 检测 食品 中 的 恩 诺 沙 星 残 留 。 
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恩 诺 沙 星 在 醋酸 钠 缓 冲 液 (pH=5. 2〉 中 的 CV 


N 


Fig. 2 CV curves of enrofloxacin in sodium acetate buffer (pH = 5.2) 


2.2 功能 单 体 的 选择 


选择 


功能 单 体 的 基本 原则 是 根据 模板 分 子 的 结构 及 其 与 功能 单 体 的 相互 作用 类 型 ， 其 中 功能 六 


体 与 模板 分 子 间作 用 力 以 氧 键 最 为 常见 0422， 试 验 依据 此 原则 初步 考察 了 含 羟 基 和 氨基 的 邻 茶 二 腕 、 
邻 氨基 苯酚 、 间 茶 二 酚 、o- 甲 基 丙 烯 酸 等 有 可 能 作为 功能 单 体 的 化 合 物 ， 并 依据 其 物理 化 学 性 质 进 
聚合 特性 以 确定 最 合适 的 化 合 物 作 为 功能 单 体 。 


一 步 研 究 


2K A 


在 试验 过 程 中 发 现 ， 当 o- 甲 基 丙 烯 酸 作为 功能 单 体 时 ， 聚 合 过 程 中 并 没有 氧化 还 原 峰 出 现 ， 即 
o- 甲 基 丙 烯 酸 与 模板 分 子 在 电 聚 合 时 没有 发 生 电 化 学 反应 ， 因 此 不 适合 做 功能 单 体 ; 而 将 邻 茶 二 胺 、 


邻 氮 基 苯酚 、 间 葵 二 酚 这 三 种 化 合 物 两 两 组 合 进行 电 聚 合 时 发 现 ，OPD/OAP 的 聚合 效果 最 佳 ， 如 图 


3-A 所 示 ，OPD/OAP 可 在 电极 表面 聚合 形成 不 导电 的 聚合 物 膜 ， 经 过 表征 后 该 膜 的 绝缘 性 良好 ， 电 
流 响 应 几乎 为 零 ， 因 此 试验 选择 OPD/OAP 作为 最 佳 复合 功能 单 体 。 而 且 使 用 复合 功能 单 体 的 重要 


原因 之 一 是 复合 功能 单 体 比 单一 的 功能 单 体能 够 提供 更 多 的 活性 结合 位 点 ， 与 模板 分 子 间 的 特异 结 


合作 用 更 强 。 
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A- 无 模板 分 子 ENR0，B- 有 模板 分 子 ENRO 
图 3 15mmol/L OPD/OAP 在 醋酸 钠 缓冲 液 CpH-5.2) 中 的 电 聚 合 曲线 


Fig. 3 Electropolymerization curves of 15 mmol/L OPD/OAP in sodium acetate buffer (pH=5. 2) 
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D/OAP 聚合 膜 的 电极 置 于 经 除 氧 处 理 的 0.5mol/L H2SO4- 甲 醇 (体积 比 为 1:1) 中 浸泡 12 


min 后 ， 用 超 纯 水 冲洗 ， 和 氮气 吹 了 
强度 几乎 为 零 ， 表 明 OPD/OAP 聚合 膜 在 该 酸性 环境 下 稳定 。 因 此 ， 本 试验 也 说 明 应 选择 OPD/OAP 
为 电 聚 合 的 最 佳 复合 功能 单 体 。 

比较 图 3-A 和 图 3-B 还 可 以 看 出 ， 在 相同 条 件 下 ， 没 有 模板 分 子 存在 时 OPD/OAP 聚合 的 CV 


扫描 的 电位 范围 内 没有 电 活 性 , 所 以 在 | 


Fo X 


电极 


于 次 进行 表征 。 结 果 发 现 没 有 氧化 还 原 峰 出 现 ， 且 电流 


曲线 与 模板 分 子 存 在 时 的 曲线 相 比 ， 除 最 高 峰 电位 负 移 外 基本 是 相同 的 ， 这 可 能 是 因为 模板 分 子 在 


2.3 X OPD/0AP 复合 印迹 膜 的 形成 
通过 比较 不 同 功能 单 体 在 醋酸 钠 电解 液 中 的 聚合 情况 ， 研 究 聚 OPD/OAP 复合 膜 的 形成 特点 。 
功能 单 体 在 电 聚 合 时 的 循环 伏 安 曲线 ， 由 电 聚 合 OPD (图 4-A) 和 OAP (图 4-B) 的 


如 图 4 所 示 ， 


循环 伏 安 曲线 可 以 看 出 , OPD 和 OAP 
的 增加 ， 循 环 伏 安 
物 薄 膜 ， 而 图 3-B Æ OPD M OAP 组 


的 峰 电 位 发 4 


E 了 正 移 ， 为 完全 不 可 逆反 应 ， 且 峰 


有 聚合 过 程 中 没有 发 生 电 化 学 反应 ， 即 恩 诺 沙 星 与 OPD/OAP 
通过 氧 键 结合 形 成 聚合 膜 后 ， 分 子 结构 没有 被 破坏 ， 这 保证 了 玻 碳 电 极 上 印迹 膜 中 的 模板 分 子 能 被 
洗 脱 ， 而 且 洗 脱 后 的 印迹 空 穴 结构 是 完整 的 。 


分 别 在 0.5 V 和 0.55V 附近 出 现 一 个 氧化 峰 , 并 随 着 聚合 圈 数 
1 线 下 降 很 快 ， 表 明 该 过 程 是 不 可 逆 的 ， 同 时 在 工作 电极 表面 形成 不 导电 的 聚合 


成 复合 功能 单 体 的 电 聚 合 曲线 ， 由 图 可 以 看 出 ，OPD 和 OAP 


一 


EE 流明 显 增 大 ， 表 明 复 合 功 能 单 体 在 聚合 过 程 中 发 


生 了 相互 作用 ， 在 电极 表面 快速 生成 了 一 层 致密 的 、 不 导电 的 复合 聚合 物 膜 ， 与 单一 的 功能 单 体 聚 
合 相 比 ， 复 合 功 能 单 体 的 电 聚 合成 膜 速度 更 快 ， 绝 缘 能 力 更 强 。 
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图 4 功能 单 体 在 醋酸 钠 缓冲 液 中 C(pH-5.2) 的 电 聚 合 曲线 


Fig. 4 Electropolymerization curves of functional monomers in sodium acetate buffer (pH = 5.2) 

2.4 REG ARTES LA 
2.4.1 模板 分 子 与 功能 单 体 比例 的 确定 

电 聚 合法 制备 分 子 印迹 电化 学 传感器 较为 重要 的 一 个 条 件 就 是 确定 模板 分 子 与 功能 单 体 的 用 
量 。 大 量 研究 表 明 ， 在 聚合 过 程 中 若 功能 单 体 用 量 过 高 ， 则 会 导致 成 膜 速度 太 快 ， 功 能 单 体 分 子 在 
电极 表面 占据 较 多 面积 ， 减 少 了 印迹 位 点 数量 ， 稳 定性 下 降 ， 若 功能 单 体 用 量 过 少 ， 则 会 导致 成 膜 
时 间 过 慢 ， 相 应 印迹 位 点 数量 也 会 减少 ， 影 响 印 迹 效应 。 试 验 首先 固定 功能 单 体 浓度 为 10 mmol/L, 
分 别 选取 0.1、0.2、1、2、4 mmol/L 5 种 不 同 浓 度 的 模板 分 子 进行 电 聚 合 制备 分 子 印 迹 膜 。 试 验 结果 
表明 ， 当 模板 分 子 浓度 为 2mmolL 时 ， 印 迹 效 果 最 佳 。 同 时 由 于 复合 功能 单 体 中 OPD 和 OAP 分 子 
量 相 当 ， 所 以 选择 了 等 浓度 的 OPD/OAP 进行 电 聚 合 I33， 试 验 考察 了 模板 分 子 与 复合 功能 单 体 
(M:OPD:OAPO 的 浓度 比分 别 为 2:5:5、2:10:10、2:15:15、2:20:20、2:25:25 时 对 印迹 效果 的 影响 ， 
结果 如 图 5 所 示 ， 当 M:OPD:OAP=2:15:15 时 ， 印 迹 效 果 好 且 洗 脱 时 响应 电流 值 最 大 ， 因 此 试验 固定 
模板 分 子 与 功能 单 体 的 比例 为 2:15:15。 


Im 


2:5:5 2:10:10 2:15:15 2:20:20 2:25:25 


M: OPD: OAP 


图 5 聚合 比例 优化 曲线 
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Fig. 5 The optimization curve of polymerization ratio 


2.4.2 聚合 电解 质 的 选择 


试验 分 别 研究 了 在 pH 73 5.2 的 NaAc-HAc 电解 质 溶 和 pH 为 7.2 的 NazHPO4-NaH2PO4《〈 磷 酸 组 
结果 表明 在 NaAc-HAc 电解 质 溶液 和 PBS 电解 质 溶液 
中 均 能 形成 不 导电 的 OPD/OAP 聚合 膜 。 由 图 6 可 以 看 出 ,在 pH 为 5.2 的 NaAc-HAc 电解 质 溶液 中 


冲 盐 溶液 ，PBS) 电解 质 溶液 中 的 聚合 情况 。 


成 膜 速 度 快 , 膜 稳定 性 较 强 ,绝缘 性 更 好 , 且 成 膜 峰 1 


溶液 为 电解 质 溶液 。 


电流 /nA 


电流 /nA 


EMEK, 因此 本 试验 选择 pH 为 5.2 的 NaAc-HAc 


A: PBS (pH=7. 2), B: NaAc-HAc (pH=5. 2) 


与 NaAc-HAc H 


电解 质 (pH=5. 


图 6 相同 浓度 与 比例 模板 分 子 与 功能 单 体 在 PBS 电解 质 (pH=7. 2) 


2) 中 聚合 情况 比较 


Fig.6 Comparison of the polymerization of template molecule and functional monomer at the same concentration and ratio 


in PBS electrolyte (pH = 7.2) and NaAc-HAc electrolyte (pH = 5.2) 


2.4.3 聚合 电位 的 选择 


试验 考察 了 0V-0.8V. 0OV-1.0V. -0.2V-0.8V. -0.2V-1.0V. 0V-1.2V 5 种 不 同 的 聚合 电位 对 聚 
合 效果 的 影响 。 由 图 7 可 以 看 出 , 当 聚 合 电位 为 0V~0.8V 和 0V~1.0V 时 , 洗 脱 后 印迹 膜 有 脱落 现象 ; 


-0.2V~0.8V 时 峰 电 位 正 移 且 氧 化 还 原 峰 电流 


0V~1.2V 时 模板 分 子 洗 脱 效 果 良 好 且 印 迹 膜 


电流 /nA 


降低 ; i 


位 在 -0.2V~1.0V 范围 内 模板 分 子 洗 脱 困难 ; 


Ri, AH 


最 佳 聚 合 电位 是 0V~1.2V。 


-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 


E H/V 


a: 0V—0.8V, b: 0V—1.0V, c: -0.2V—0.8V, d: -0.2V—1.0V, e: 0V—1.2V 


图 7 聚合 电位 对 模板 分 子 洗 脱 效果 的 影响 
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Fig. 7 Effect of the polymerization potential on the elution effect of template molecules 
2.4.4 聚合 圈 数 的 选择 
在 制备 分 子 印 迹 聚 合 膜 的 过 程 中 ， 聚 合 圈 数 对 聚合 膜 厚度 、 印 迹 效 果 和 灵敏 度 有 很 大 影响 ， 若 
聚合 圈 数 太 少 则 聚合 膜 太 薄 ， 形 成 的 印迹 分 子 空 穴 少 ， 印 迹 效 果 不 佳 ， 影 响 传 感 器 的 灵敏 度 ; THE 
合 圈 数 过 多 则 形成 的 膜 太 厚 ， 膜 内 的 模板 分 子 不 易 被 洗 脱 ， 不 能 形成 到 达 电 极 表面 的 通道 ， 从 而 影 
响 测 定 效果 。 为 此 ， 在 其 他 条 件 相 同 的 情况 下 ， 采 用 CV 聚合 不 同 圈 数 ， 制 备 聚 合 膜 厚度 不 同 的 印 
WER: 试验 中 分 别 考察 了 5、10、15、20、25、30 圈 在 电极 上 进行 电 聚 合 ， 将 聚合 好 的 电极 浸泡 
在 洗 脱 剂 中 洗 脱 去 除 模板 分 子 恩 诺 沙 星 后 ， 采 用 SWV 进行 表征 ;由 图 8 可 以 看 出 ， 当 聚合 圈 数 为 
15 圈 时 ， 洗 脱 模板 分 子 后 电流 响应 值 最 大 。 因 此 ， 试 验 确定 最 佳 聚合 圈 数 为 15 l. 


12.5 


12.0 


电流 /nA 


0 5 10 15 20 25 30 
聚合 圈 数 


8 聚合 圈 数 的 选择 


Fig. 8 The selection of polymerization cycle number 


2.5 洗 脱 剂 与 洗 脱 时 间 的 选择 

试验 分 别 考察 了 0.1mol/L H2SO4-5095 P BE. (1:1, VV). 0.5mol/L H2SO4-5095 P BE. (1:1, VV. 
0.1mol/L NaOH 的 乙醇 -水 〈3:1， 严 门 、 乙 醇 -水 (3:1, VV) 溶液 作为 洗 脱 剂 时 ， 对 印迹 聚合 膜 洗 脱 
效果 的 影响 。 结 果 发 现 ，0.1moyL H2SO4-5096 HR. (1:1, VV), 0.5mol/L H2SO4-50% 甲 醇 (1:1, V-V) 
以 及 乙醇 -水 (3:1, VV) 溶液 洗 脱 模板 分 子 困难 或 洗 脱 效果 不 佳 , 而 0. 1mol/L NaOH 的 乙醇 -水 (3:1， 
V:V) 洗 脱 效果 良好 。 

随后 ， 试 验 对 洗 脱 时 间 进 行 了 考察 ， 为 了 完全 去 除 印迹 聚合 膜 中 的 模板 分 子 ， 将 印迹 电极 置 于 
洗 脱 剂 中 浸泡 ， 每 隔 2 min 取出 后 采用 SWV 法 进行 表征 ， 当 响应 峰 电 流 值 达到 最 大 且 保 持 不 变 时 ， 
说 明 模 板 分 子 已 经 完全 去 除 ， 结 果 如 图 9 所 示 ， 随 着 模板 分 子 不 断 被 洗 胶 ， 响 应 峰 电流 不 断 增 大 ， 
12 min 时 峰 电流 达到 12nA， 而 继续 洗 脱 峰 电流 不 再 增加 ， 表明 模板 分 子 已 经 洗 脱 完全 ,试验 最 终 确 
定 最 佳 洗 脱 时 间 为 12 min。 
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0 4 8 12 16 20 
时 间 /min 


图 9 模板 分 子 洗 脱 时 间 的 优化 


Fig. 9 Optimization of template molecule elution time 


E 条 件 下 制备 的 印迹 传感器 置 于 0.01mmol/L 恩 诺 沙 星 标准 溶液 中 吸附 不 同 的 时 间 , 然 


后 于 探 针 溶液 中 对 传感器 进行 表征 以 确定 最 佳 吸附 时 间 。 由 图 10 可 以 看 出 , 随 着 吸附 时 间 不 断 增加 ， 


响应 峰 电 流 逐 渐 降低 ， 当 吸附 6 min 后 ， 响 应 电流 基本 保持 不 变 ， 说 明 此 时 恩 诺 沙 星 已 经 镶 髓 在 传 
感 器 洗 脱 后 的 印迹 空 闪 中 ， 因 此 试验 选择 吸附 时 间 为 6 min。 


电流 /nA 


12 
11 
10 
9 
8 $ . * * 3 
T T T T T T T T T 1 
2 0 4 6 8 10 12 14 16 18 


时 间 /min 


图 10 模板 分 子 吸附 时 间 的 优化 


Fig. 10 Optimization of template molecule adsorption time 
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2.7 ”分子 印迹 效应 

试验 采用 CV M SWV 验证 分 子 印 迹 电极 的 印迹 效应 ,结果 如 图 11 和 图 12 所 示 。 由 图 12 中 SWV 
的 表征 曲线 可 知 , 裸 电 极 (a 曲线 ) 的 响应 峰 电流 值 最 大 ， 表 明 此 时 探 针 离子 在 玻 碳 电极 表面 几乎 没 
有 阻碍 地 进行 电子 转移 ， 当 电 聚 合 后 ， 印 迹 膜 电极 在 未 洗 脱 模板 分 子 〈 曲 线 d) 时 ， 电 极 表面 几乎 
没有 电流 响应 , 这 说 明 在 电极 表面 的 聚合 物 膜 不 导电 ， 并 阻碍 了 探 针 离子 在 电极 表面 进行 电子 传递 ， 
抑制 了 氧化 还 原 反应 的 发 生 ， 在 印迹 膜 电 极 洗 脱 模板 分 子 后 (曲线 b)， 响 应 峰 电流 较 洗 脱 前 有 明显 
提高 ， 这 是 由 于 印迹 膜 上 模板 分 子 被 洗 脱 后 ， 探 针 离子 通过 印迹 空 穴 与 电极 表面 接触 ， 发 生 了 氧化 
还 原 反 应 ， 从 而 进行 电子 传递 ， 当 印迹 膜 电 极 上 模板 分 子 被 洗 脱 后 再 吸附 (曲线 c) 时 ， 与 模板 分 子 
洗 脱 后 《曲线 b) 比较 响应 峰 电 流 值 下 降 ， 表 明 再 吸附 模板 分 子 后 ， 印 迹 膜 上 有 一 部 分 空 穴 重新 被 
模板 分 子 占据 , 探 针 离子 通过 膜 的 数量 减少 , 响应 电流 强度 也 随 之 减 小 。 CV 和 SWV 表征 效果 一 致 。 


84 
a 
/D b—MIP-0PD/OAP/GCE 
c —ENROad-MIP-OPD/OAP/GCE 
44 d—ENRO-MIP-OPD/OAP/GCE 
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~ 
E] 0 7 
fs 
P , 
34 
-8 


-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 
电 压 /V 


妈 11 不 同 电 极 在 表征 溶液 中 的 CV 曲线 


Fig. 11 CV curves of the different electrodes in characterizing solution 
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图 12 不 同 电极 在 表征 溶液 中 的 SWV 曲线 


Fig. 12 SWV curves of the different electrodes in characterization solution 


2.8 ”分子 印 迹 率 合 物 膜 的 选择 性 研究 
试验 考察 了 与 恩 诺 沙 星 结构 类 似 的 环 丙 沙 星 、 达 氟 沙 星 、 诺 氟 沙 星 〈 结 构 式 如 图 13a. b. c 所 


TU 
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示 ) 以 及 与 恩 诺 沙 星 结构 相差 较 大 的 四 环 素 《结构 式 如 图 13d 所 示 ) 作为 干扰 物质 对 印迹 膜 电极 进 
行 选择 性 研究 ， 结 果 如 图 14 所 示 。 由 图 14 可 以 看 出 ， 该 传感器 对 模板 分 子 恩 诺 沙 星 的 响应 电流 值 
最 大 ， 其 次 是 其 结构 类 似 物 环 丙 沙 星 、 达 氟 沙 星 、 诺 氟 沙 星 ， 而 对 四 环 素 电流 响应 很 弱 。 这 是 由 于 
环 丙 沙 星 、 达 氟 沙 星 以 及 诺 氟 沙 星 在 分 子 结构 以 及 分 子 量 上 与 恩 诺 沙 星 较为 相似 ， 因 此 可 以 进入 到 
印迹 空 穴 中 与 功能 单 体 结合 ， 说 明 该 传感器 能 够 对 恩 诺 沙 星 及 其 结构 类 似 物 进行 测定 ， 而 四 环 素 与 
模板 分 子 的 结构 差异 较 大 ， 所 以 传感器 对 其 选择 性 很 差 ， 即 四 环 素 分 子 不 能 进入 到 印迹 空 穴 中 而 不 
能 对 恩 诺 沙 星 的 测定 形成 干扰 。 结 果 表明 ， 该 传感器 选择 性 良好 。 


a: 环 丙 沙 星 ，b: 达 气 沙 星 ，c: 诺 气 沙 星 ，d: 四 环 素 


R] 


13 结构 类 似 物 和 干扰 物质 的 分 子 结构 


Fig. 13 Structural analogues and interfering substances molecular structure 


3.0 


A /nA 


0.5 


0.0 


a b C d e 
类 别 


a: REWE, b 环 丙 沙 星 ，c: 达 气 沙 星 ，d: WAWE, e: 四 环 素 


图 14 分 子 印 迹 聚 合 膜 电极 的 选择 性 


Fig. 14 Selectivity of molecularly imprinted polymeric membrane electrode 
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试验 配制 了 不 同 浓度 的 恩 诺 沙 星 标准 溶液 (0.002mmol/L~0.04mmol/L)， 采 用 SWV 在 探 针 离子 
中 对 分 子 印迹 聚合 膜 电 极 在 空白 溶液 与 配制 好 的 不 同 浓度 恩 诺 沙 星 标准 溶液 吸附 后 的 响应 值 进行 测 


定 ， 以 47 为 纵 坐 标 , 以 恩 诺 沙 


星 标 准 溶液 浓度 为 横 4 
确定 模板 分 子 的 的 检 出 限 ， 结 果 如 图 15 和 图 16 所 示 。 
105mol/L 范围 内 与 4 呈 良 好 的 线性 关系 ， 其 线 拆 


R=0.9990， 检 出 限 为 7.0X10-7molL。 


2.5 - 


结 CRX 明 , 
EJ; FE 2341-49.566x-0.1869, ， 线 性 


E 标 ， 作 图 得 到 标准 


昌 线 以 及 线性 范围 。 以 S/N=3 


0 1 T 


002 0.03 0.04 


浓度 /mmol/L 


因 诺 沙 星 在 2 X 10 $mol/L-4 X 


相关 系数 为 


0.05 


电流 差 4 了 与 标准 溶液 浓度 的 关系 


图 15 峰 


线 


Fig. 15 Relationship curve between peak current difference AJ and standard solution concentration 


Fig. 16 SWV curves of 


2.10 回收 率 与 精密 度 


在 最 优 试验 条 件 下 , 食品 样品 在 2X10smoyL 4l 2X I0?mol/L 2 个 添加 水 5 


电流 /nA 


124 1 一 0. 002mmol/L 
2 一 0. 004mmol/L 
3 一 0. 005mmol/L 

104 4 一 0. 008mmol/L 
5 一 0. 0lmmol/L 

8] 6—0. 02mmol/L 
7 一 0. 04mmol/l 

64 

44 

2 

-0.1 0.0 01 02 03 0.4 0.5 0.6 

E HV 
图 16 不 同 浓度 的 恩 诺 沙 星 标准 溶液 SW 曲线 


the different concentration enrofloxacin standard solution 


下 进行 加 标 回 收 率 试 


验 ， 分 析 结 果 如 表 1 所 示 ， 样 品 加 标 平 均 回 收 率 在 83.2%~92.7% 之 间 ， 相 对 标准 偏差 (RSD) 在 


1.0%~4.8% 之 间 (n=5)。 


结果 表明 该 方法 的 回收 率 和 精密 


密度 良好 。 


表 1 样品 加 标 回 收 率 和 精密 度 (n=5) 


Table 1 Sample spike recovery and precision (n = 5) 


不 同 添 加 水 平 鸡肉 猪肉 纯 牛 奶 鸡蛋 
(mol/L) 2X10% 2x105 2X10% 2x105 2X10% 2x105 2X106 2x105 
测定 次 数 可 收 率 /% 
1 82.2 79.7 86.5 89.7 88.6 82.4 91.5 79.3 
2 82.8 84.8 89.0 88.2 95.2 92.8 92.9 85.6 
3 81.0 86.6 88.2 89.1 91.5 84.5 93.9 83.4 
4 83.9 88.0 86.8 92.7 86.9 90.3 92.8 82.6 
5 88.2 82.5 88.5 86.8 88.9 88.0 92.2 84.9 
平均 回收 率 (%) 83.6 84.3 87.8 89.3 90.2 87.6 92.7 83.2 
相对 标准 偏差 RSD(96) 3.3 3.9 1.2 2.5 3.6 4.8 1.0 2.9 


2.11 实际 样品 检测 

将 食品 样品 (鸡蛋 、 纯 牛奶 、 鸡 肉 、 猪 肉 ) 按照 1.3 方法 处 理 后 ， 取 过 膜 后 待 测 溶液 2mL 分 别 
置 于 电解 杯 中 ， 用 NaAc-HAc 绥 冲 液 稀 释 至 10mL, filu. RA 1.4 电化 学 测量 方法 对 样品 进行 检 
测 ， 检 测 结果 为 样品 中 未 检 出 恩 诺 沙 星 。 
2.12 重 现 性 与 稳定 性 

试验 在 最 优 条 件 下 采用 相同 的 方法 使 用 恩 诺 沙 星 印 迹 传 感 器 20 次 , 对 传感器 的 重 现 性 进行 了 考 
察 ， 得 到 AIR RSD 三 6.41% (n=20)， 表 明 该 传感器 重 现 性 良好 。 以 模板 分 子 恩 诺 沙 星 为 例 对 传 感 
器 进行 稳定 性 研究 ,试验 对 制备 的 印迹 电极 在 4°C 下 保存 ,7 天 后 传感器 在 最 优 条 件 下 对 0.01 mmol/L 
恩 诺 沙 星 标准 溶液 进行 测定 ， 其 测量 值 为 初始 值 的 92.6%，14 天 后 其 测量 值 为 初始 值 的 87.8%，21 


天 后 其 测量 值 为 初始 值 的 82.0%， 表 明 该 传感器 稳定 性 良好 。 
3 结论 


本 试验 以 恩 诺 沙 星 为 模板 分 子 ， 通 过 恩 诺 沙 星 的 分 子 结构 、 物 理化 学 性 质 以 及 与 功能 单 体 间 的 
氨 键 作用 力 ， 最 终 选择 了 OPD/OAP 作为 最 佳 功 能 单 体制 备 分 子 印迹 电化 学 传感器 。 

其 次 结合 电化 学 方法 ， 探 索 恩 话 沙 星 分 子 印迹 电化 学 传感器 最 佳 的 电 聚 合 条 件 : 模板 分 子 与 功 
能 单 体 浓度 比 为 2:1$:1S， 聚 合 电解 质 NaAc-HAc 缓冲 液 (pH=5.2)， 聚 合 圈 数 为 15 图， 聚合 电位 
0V~1.2V， 洗 脱 剂 为 0.1 mol/L NaOH 的 乙醇 -水 (3:1， 玉 让 ， 模 板 分 子 洗 脱 时 间 12 min， 印 迹 电极 吸 
附 时 间 6 min。 试 验 分 别 采用 CV 和 SWY 两 种 电化 学 分 析 方 法 对 印迹 电极 的 分 子 印迹 性 能 进行 了 表 
征 ， 试 验 结果 表明 ， 该 传感器 的 印迹 效果 良好 。 
最 后 ， 试 验 选 取 了 模板 分 子 和 其 结构 类 似 物 以 及 与 其 结构 差异 较 大 的 物质 对 该 传感器 进行 选择 
性 试验 研究 。 结 果 表 明 ， 该 传感器 对 模板 分 子 恩 诡 沙 星 选择 性 最 好 ， 对 其 结构 类 似 物 均 有 一 定 的 选 
择 性 ， 而 对 分 子 结构 差异 较 大 的 四 环 素 选 择 性 最 差 ， 恩 诺 沙 星 浓度 在 2X104moVL~4X10s5molL 范 
围 内 与 其 相对 峰 电流 呈 良 好 的 线性 关系 , 检 出 限 为 7.0X 107molL, 样品 平均 回收 率 为 83.2%~92.7%， 
相对 标准 偏差 (RSD) 在 1.0%~4.8% 之 间 (n=5)， 电 极 连续 使 用 20 次 之 后 传感器 性 能 良好 。 这 充分 说 


明 该 传感器 稳定 性 好 ， 灵 敏 度 高 ， 抗 干扰 能 力 强 ， 可 用 于 食品 样品 中 恩 诺 沙 星 残 留 量 的 检测 。 
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